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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Der nierenspezifische Na'-K'-2CI" (NKCC2) und der Na™-ClI" (NCC) sind integrale
Membranproteine, die im distalen Tubulus lokalisiert sind und zur Gen-Familie der Kationen-
Chlorid Kotransporter gehéren. Sie sind fur die transepitheliale Resorption von NaCl aus dem
Primarharn von zentraler Bedeutung und wurden in der vorliegenden Arbeit im Hinblick auf ihre
funktionelle Regulation ndher untersucht. Das antidiuretische Hormon (ADH) bewirkt in der
Niere eine luminale Insertion des Wassertransporters Aquaporin 2 (AQP2) im Sammelrohr und
des NKCC2 im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (TAL), woraufhin vermehrt Wasser
und Salze zurlickresorbiert werden. Ich habe untersucht, inwiefern Lipid rafts fir den Einbau
von NKCC2 in die Plasmamembran und die Aktivitat eine Rolle spielen. Diese Versuche wurden
an Nieren von adulten mannlichen Brattleboro-Ratten sowie an kultivierten Zellen aus dem TAL
von Kaninchen durchgefihrt. Um eventuell vorhandene, auf den Transport oder die Aktivitat des
NKCC2 wirkende regulatorische Proteine zu finden, habe ich die Lipid raft Fraktionen mittels

Massenspektrometrie analysiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein Anteil des NKCC2 wie auch des NCC in der Lipid raft Fraktion
enthalten ist. Nach Kurzzeitbehandlung (60 min) der Ratten bzw. der kultivierten TAL Zellen mit
ADH habe ich eine erhdhte apikale Konzentration und eine Verschiebung des NKCC2 aus
cholesterinarmen Membranfraktionen in die cholesterinreichen Lipid raft Fraktionen gesehen.
Auch die konfokalen Aufnahmen zeigen eine verstarkte Kolokalisation des NKCC2 mit dem
Lipid raft-Markerlipid Gangliosid M1 (GM1) nach Applikation von ADH. Diese Effekte kdnnen
durch Cholesterindepletion (CD) und somit Disintegration der Lipid rafts auf Kontrollniveau
reduziert werden.

Die Effekte von ADH auf den NCC wurden ebenfalls von uns untersucht und zeigen, dass nach
Kurzzeitbehandlung von Ratten mit dem V2-Rezeptor (V2-R)-Agonisten Desmopressin
(dDAVP) eine verstarkte Phosphorylierung und eine Umverteilung des NCC in die luminale
Membran stattfindet.

Die massenspektrometrische Analyse der Lipid raft Fraktion aus dem Innenstreifen der Nieren
mannlicher Wistar-Ratten zeigte den NKCC2 als ein in Lipid rafts enthaltenes Protein. Ein
anderes Protein, das ebenfalls in Lipid rafts enthalten und als solches bereits publiziert wurde,

ist das Tamm-Horsfall Protein (THP), welches ich mit dieser Methode bestatigen konnte.

Die Resultate zeigen, dass Lipid rafts bei der polaren Sortierung von Membranproteinen, der
Aktivitdt und dem ADH-induzierten Trafficking von NKCC2 eine Rolle spielen. Durch die
massenspektrometrische Analyse der Lipid raft Fraktion habe ich eine Liste mit bereits
bekannten und mit noch unbekannten Lipid raft Proteinen erhalten, die neben dem NKCC2 in
den cholesterinreichen Raft-Membranen zu finden sind. Auferdem zeigen unsere Ergebnisse
eine neue V2-R vermittelte NCC Signalkaskade, die die transepitheliale Resorption von NaCl im
frihen distalen Tubulus (DCT1) reguliert, indem nach dDAVP Stimulation der Anteil an
phosphoryliertem NCC im DCT1 in der apikalen Membran ansteigt.
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Abkirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADH/AVP
ATP
cAMP
CCC

CD

cDNA
DCT
dDAVP
DRM

ER
GM1
GPI
HRP
IHC
kDa
LC-MS/MS
LR-White
mRNA
MBCD
NCC
NKA
NKCC2
PAGE
PBS
PM
PFA
rbTAL
RME
SDS
SV-40
TAL
TGN
THP
V2-R
WB
Z0-1

Antidiuretisches Hormon (Arginin-Vasopressin)
Adenosintriphosphat

zyklisches Adenosinmonophosphat

Kationen-Chlorid Kotransporter (cation chloride cotransporter)
Cholesterindepletion

komplementare Desoxyribonucleinsdure

distales Konvolut der Henle-Schleife

Desmopressin (1-desamino-8-D-arginine Vasopressin)
gegeniber Detergenzien unempfindliche Membranbestandteile (detergent
resistant membranes)

Endoplasmatisches Retikulum

Gangliosid M1

Glycosyl Phosphatidylinositol

Meerrettich-Peroxidase

Immunohistochemie

kilo Dalton

Flissigkeitschromatographie-Tandem Massenspektrometrie
London Resin-White Harz

messenger Ribonukleinsaure

Methyl-B-Cyclodextrin

Natrium-Chlorid-Kotransporter (Na*-Cl-cotransporter)
Natrium-Kalium ATPase

Natrium-Kalium-2Chlorid-Kotransporter (Na'-K*-2CI'-cotransporter)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphat gepufferte NaCl-Lésung

Plasmamembran

Paraformaldehyd

immortalisierte Kaninchen Zellen aus der dicken aufsteigenden Henle-Schleife
raft mediated endocytosis

Natrium-dodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)

Simian-virus 40

dicke aufsteigende Henle-Schleife (thick ascending limb of Henle)
Trans-Golgi Netzwerk

Tamm-Horsfall Protein (Uromodulin)

Vasopressin 2-Rezeptor

Western blot

zona occludens 1
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Einleitung

1. EINLEITUNG

Die Nieren sind die zentralen Regulationsorgane des Wasser- und Elektrolythaushaltes im
Korper, die fir die Konstanthaltung des Volumens und der Osmolaritat im Extrazellularraum
notwendig sind. Sie filtrieren pro Tag bis zu 180 L Blutplasma, wovon 99% wieder riickresorbiert
werden und ca. 1,8 L pro Tag in Form von Urin ausgeschieden werden.

Die funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, welches sich in Bowman-Kapsel mit
Glomerulus, proximales Konvolut, Henlesche Schleife, distales Konvolut, Verbindungstubulus
und Sammelrohr untergliedert. Der distale Tubulus, Teil der Henle-Schleife und Schwerpunkt
der vorliegenden Arbeit, unterteilt sich in Pars recta (dicke aufsteigende Henle-Schleife, TAL)
und Pars convoluta (distales Konvolut, DCT). Zentral sind fir die Funktion des TAL der
Bumetanid-sensitive Na"-K"-2CI" (NKCC2) und fiir den DCT der Thiazid-sensitive Na'-CI" (NCC)
verantwortlich. Beide Transporter gehéren zusammen mit dem K'-CI" (KCC) zur Gen-Familie
der Kationen-Chlorid-Kotransporter (CCC; SLC12A). Die Genprodukte des SLC12A3 (NCC)
und des SLC12A6 (KCC) sind zu 45-50% identisch, wahrend die Genprodukte des SLC12A1
(NKCC2) mit denen des SLC12A3 (NCC) 25 % Homologie aufweisen [1].

Es sind 2 verschiedene Isoformen des NKCC bekannt, wobei die als erstes identifizierte
Isoform, der NKCC1, aus der Rektaldriise des Haies war (SLC12A2) [2]. Dieselbe Isoform
wurde auch von Delpire et al. aus Sammelrohrzellen der Maus identifiziert und als Bumetanid-
sensitiver Kotransporter (BSC2) bezeichnet [3]. Der NKCC1 kommt ubiquitar im Kérper vor und
ist besonders in der basolateralen Membran sekretorischer Epithelien exprimiert. Die
Arbeitsgruppe um Hebert et al. hat 1994 die zweite Isoform der NKCC, den NKCC2, in der
Ratte kloniert und charakterisiert [4]. Spater haben Forbush et al. den NKCC2 auch im
Kaninchen charakterisiert [5, 6]. Der NKCC2 kommt im Korper nur im TAL der Niere vor und
kann in seiner Transportaktivitdt durch die Schleifendiuretika Bumetanid und Furosemid
geblockt werden. Ein Defekt des NKCC2 kann autosomal rezessiv vererbt werden und im
Bartter-Syndrom Typ | resultieren, bei welchem Natrium- und Chloridionen nicht ausreichend
ruckresorbiert werden kénnen und somit der Urin nicht geniigend konzentriert werden kann.
Symptome &ufern sich unter anderem in Form von Polyhydramnion [7, 8], Salz- und
Volumenverlust nach der Geburt, hypokalidmischer Alkalose [9], Hyperkalzdmie und
Nephrokalzinose [10, 11] sowie Hyperreninamie [12, 13].

Vom NKCC2 sind 3 verschiedene Splice-Varianten bekannt, der NKCC2A, NKCC2B und
NKCC2F [6, 14-17]. Diese werden in unterschiedlichen Bereichen des TAL exprimiert. Die F-
Variante kommt nur im Innenstreifen der dufReren Medulla vor, der NKCC2A wird nur im
AuRenstreifen der aufleren Medulla sowie im Kortex exprimiert, und der NKCC2B konnte
spezifisch an der Macula Densa sowie im kortikalen TAL nachgewiesen werden [6, 14, 15, 18].
Diese Varianten entstehen durch alternatives Splicing des Exon 4, auf dem die zweite
Transmembrandoméane und Teile des anschlieenden intrazelluldren Loops des Transporters
kodiert sind [19, 20].

Die Kotransporter des distalen Tubulus sind hormonell stimulierbar [21]. Ich habe in den

Versuchen das antidiuretische Hormon (ADH), auch Vasopressin oder Arginin-Vasopressin
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Einleitung

(AVP) verwendet, von welchem ein stimulierender Effekt auf die Transportleistung des NKCC2
bekannt war [22]. ADH ist ein Peptidhormon aus der Neurohypophyse, das Uber das
Blutgefalisystem in die Niere gelangt und dort — als sein bekanntester Effekt — Uber V2-
Rezeptorbindung im Sammelrohr die Wassertransport-Regulation beeinflusst [23]. Im TAL
bindet ADH ebenfalls an den V2-Rezeptor (V2-R) [24, 25] und I6st hier eine Signalkaskade Uber
den second messenger cAMP aus, die in einem gesteigerten Einbau des NKCC2 in die
Plasmamembran und somit in gesteigerter Transportaktivitat resultiert.

Bei der Aktivierung von Transportern sind generell mehrere zelluldare Mechanismen wie Vesikel-
Trafficking, Exozytose und Membranmodifikationen beteiligt. Zu den letzteren gehort die
variable Ausstattung mit Lipiden wie Cholesterin und Sphingolipiden [26]. So genannte Lipid
rafts sind spezielle, mit Cholesterin und Sphingolipiden angereicherte, ca. 200 nm grof3e
Membran-Mikrodomanen in der Doppellipidschicht [27]. Die Groflie dieses Areals kann in einer
Zelle jedoch auch variieren [28]. Rafts kénnen unterschiedliche Proteine enthalten.
Membranproteine kénnen mit ihrer Transmembrandoméane in Kontakt mit Raft-Lipiden treten
und ihr Verhalten dadurch andern. In der Definition der Lipid rafts ist enthalten, dass sie bei 4°C
in Detergenzien wie Triton X-100 unldslich und hierdurch im Gradienten darstellbar sind [27].
Brown und Rose haben hierzu erste Daten erarbeitet [29]. So kam auch die Bezeichnung der
Rafts als detergent resistant membranes (DRM) zustande [30].

Die Funktionen der Lipid rafts werden aktuell intensiv erforscht. Es ist bekannt, dass sie in der
Signaltransduktion eine Rolle spielen, wie beispielsweise durch Field et al. anhand des FceRI-
Rezeptors gezeigt wurde [30]. AuBerdem gibt es Hinweise daflir, dass Rafts fir eine Sortierung
apikaler Proteine notwendig sind, die nach ihrer Synthese im endoplasmatischen Retikulum
(ER) und weiterer Modifikation im Trans-Golgi Netzwerk (TGN) in apikal gerichtete Vesikel
inseriert werden [31]. Dimer- und Oligomerbildungen sowie Bindung an zytosolische
Mittlerproteine konnen durch Raft-Insertion der Proteine gefordert werden. Um die Funktion der
Lipid rafts zu untersuchen, kann ihre Zerstérung durch Cholesterin depletierende Agenzien wie
der Zuckerverbindung Methyl-R-Cyclodextrin (MBCD) erwogen werden, welches selektiv

Cholesterin aus der Plasmamembran herauslost [32, 33].

Das Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, die Rolle der Lipid rafts im Hinblick auf
Sortierungsmechanismen und Funktion des NKCC2-Kotransporters in der Niere naher zu
beleuchten. Mit Hilfe der Massenspektrometrie habe ich nach weiteren Proteinen gesucht, die
ebenfalls in Lipid rafts enthalten sind und eventuell eine Rolle in der Regulation des NKCC2
spielen kénnten. Auflerdem sollte die Rolle des ADH auf den Einbau des NKCC2 in Lipid rafts

untersucht werden.
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Material und Methoden

2. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2.1. Auswahl verwendeter Antikorper

_— . Molekular- "

Antikorper Wirt gewicht [kDa] Verdiinnung Herkunft
B-Aktin Maus, monoklonal 42 1:20.000 (WB) Sigma
Clathrin Maus, monoklonal 180 1:500 (WB) Progene

Flotilin-1 | Maus, monoklonal 48 1:1.000 (wg) | OP Transduction
Laboratories
Gangliosid . 1:500
GM1 Kaninchen - (Dot blot) Abcam
. 1:500 (WB) D. H. Ellison,
NCC-R7 Kaninchen 165 1:1.000 (IHC) | Portland, Oregon
pS71-NCC Kaninchen 165 1:300 (HC) | & UChhi%a';']aQOVa’
Rat-NKCC2, . 1:500 (WB) D. H. Ellison,
N-terminus | Meerschweinchen 160 1:250 (IHC) | Portland, Oregon
J. R. Hoyer,
THP Kaninchen 98 1:250 (WB) Philadelphia,
Pennsylvania
V2-R Kaninchen 50 1:250 (WB) Alpha Diagnostic
Z0-1 Kaninchen 225 1:500 (IHC) Zymed
Laboratories
Zellkultur

Fir die Versuche habe ich Zellen aus der Medulla der Kaninchenniere (rbTAL) benutzt, die mit
rekombinanter DNA der SV40 Region (Immortalisierung durch Polyomavirus) sowie mit pSV2-
neo DNA (Resistenz flr das Antibiotikum) kotransformiert und uns von der Arbeitsgruppe R.
Kinne zur Verfugung gestellt wurden [34-36]. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und
7.5% CO, in DMEM/Ham’s F-12 Medium mit Zusatz von 1% L-Glutamin, 15 mM HEPES, 1%
Penicillin/Streptomycin, 5% fetales Kélberserum (PAN Biotech) und 1% nichtessentieller
Aminosauren (Sigma). Zur Stimulation des NKCC2 wurden die Zellen 60 min mit 0.1 pM
Arginin-Vasopressin (ADH, Sigma) im Kulturmedium behandelt.

Die Disintegration der Lipid rafts erfolgte durch selektives Herauslésen des Cholesterins aus der
Plasmamembran sowie durch Hemmung der Cholesterinsynthese. Dies geschah durch eine in
2 Stufen verlaufende Blockade, wobei der erste Schritt der Hemmung der Cholesterin-Synthese
diente, indem eine 24 stiindige Inkubation mit 0.25 mM Mevalonat und 4 yM Lovastatin erfolgte.
Lovastatin unter Vorhandensein von kleinen Mengen Mevalonat verringert die de-novo
Synthese von Cholesterin, indem die 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzym A (HMG-CoA)-
Reduktase gehemmt wird, welche ein primar notwendiges Enzym in der Cholesterinsynthese ist
[37]. Der zweite Schritt bewirkt, dass das apikale Cholesterin aus der Plasmamembran
herauslost wird, indem die Zellen fir 60 min mit 10 mM MBCD, einem zyklischen
Oligosaccharid, behandelt werden. Dadurch Idsen sich neben dem Cholesterin auch die
anhangenden Proteine aus der Membran heraus. Histochemische Kontrollfarbungen mit dem
Antibiotikum Filipin (Sigma), welches spezifisch an Cholesterin bindet, konnten die erfolgte
Cholesterindepletion bestatigen.

Die Oberflachenbiotinylierung der kultivierten rbTAL Zellen erfolgte mit dem Sulfo-NHS-Biotin-

Kit (Pierce). Hierzu wurden die Zellen bei 4°C fir 30 min mit dem Biotin inkubiert. Nach
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Material und Methoden

Entfernen der Inkubationsldésung wurde Uberschiissiges Biotin durch Waschen mit PBS/100 mM
Glycin abgefangen. Die Zellen wurden dann abgeschabt, bei 18.000xg und 4°C fir 30 min
zentrifugiert und das Pellet, welches die Membranfraktion enthalt, sowie der Uberstand, der die
zytosolischen Bestandteile enthalt, mit Protein-G gekoppelten Microbeads (MACS, Miltenyi)
inkubiert. Die Separation der biotinylierten Proteine wurde durch die magnetischen Microbeads
erreicht. Die Analyse der biotinylierten Proben erfolgte durch SDS-PAGE und Western blot.

Isolation von Nierentubuli

Wistar-Ratten (250-300g) aus unserer Tierabteilung (Charité Berlin) wurden mit Isofluran
betaubt und dekapitiert. Nach dem Ausbluten wurden sofort beide Nieren entnommen und
Medulla und Kortex getrennt. Die Kortex-Fraktion wurde 10 min bei 37°C mittels Collagenase
Typ Il (306 U/ml, Pan Biotech) und Protease Typ XIV (9,4 U/ml, Sigma) verdaut und die
resultierende Tubulussuspension anschlielend in Sortierlésung aufgenommen, die zum
Abstoppen der Enzymaktivitat Albumin enthielt. Nach dem Waschen der Tubulussuspension mit
PBS erfolgte die Stimulation fir 30 min bei 37°C im Schiittler mittels Zugabe von 10°M
Desmopressin bzw. 1-desamino-8-D-arginine Vasopressin (dDAVP), einem V2R Agonisten, in
REGM (Renal epithelial growth medium, Lonza) Kulturmedium. Danach wurden die Tubuli
wieder in PBS gewaschen, auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager getropft und mit 3%
Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die Tubuli wurden mit spezifischem Primarantikdrper inkubiert,
gefolgt von einem mit Fluorochrom gekoppelten Sekundarantikbrper. Die Auswertung des

Signals erfolgte am konfokalen Fluoreszenzmikroskop.

SDS Polyacrylamid Gel-Elektrophorese

Prinzip der Natrium-dodecylsulfat Polyacrylamid Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) ist die
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld. Hierflir wurden
die Tertiar- und Sekundarstruktur der Proteine aufgebrochen, indem diese kurz im Probenpuffer
erhitzt wurden. Der Puffer enthielt das reduzierende Thiol B-Mercaptoethanol, wodurch die
Disulfidbriicken gespalten wurden. AuRerdem habe ich zum Puffer das anionische Tensid SDS
im Uberschuss zugegeben, wodurch die Eigenladungen der Proteine berdeckt wurden und
diese eine konstant negative Ladungsverteilung aufwiesen. Die Trennung des denaturierten
Proteingemisches erfolgte in einem Gel aus 10% Polyacrylamid, worin durch Anlegen einer
elektrischen Spannung eine Migration der negativ geladenen Proteine erfolgte. Als Elektrolyt

wurde das durch Laemmli beschriebene SDS-haltige Tris-Glycin Puffersystem eingesetzt [38].

Western blot

Nach der Auftrennung im Gel wurden die Proteine mittels Western blot (WB) bzw. Immunoblot
auf eine Tragermembran, hier Nitrocellulose-Membran Ubertragen, indem ein elektrisches Feld
angelegt wurde. Die Proteine blieben aufgrund hydrophober Wechselwirkungen an der
Membran haften und konnten hierauf mit Hilfe verschiedener Antikorper identifiziert werden. Zur
Detektion eines bestimmten Proteins wurde die Membran mit einem spezifischen

Primarantikérper bei 4°C in 5% Milch/PBS Uber Nacht inkubiert, an den in einem weiteren
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Material und Methoden

Inkubationsschritt bei Raumtemperatur ein HRP-gekoppelter Sekundarantikdrper gebunden hat.
Das Signal wurde mit Hilfe eines Chemilumineszenz-Kits (GE Healthcare) generiert, wobei die
Schwarzung eines auf die Membran aufgelegten Roéntgenfiims (GE Healthcare) durch

Lichtemission erfolgte.

Dot blot

Fir die Lipidanalyse des Gangliosids GM1 in den Lipid raft Praparationen aus Rattennieren
bzw. Zellkultur wurden diese mit dem Orgo-Sol Prazipitations-Kit (Calbiochem) gefallt und das
Pellet in 10ul Puffer [0.5% Natrium Deoxycholat, 20% Methanol, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl
sowie Protease Inhibitor (Roche)] aufgenommen [39]. Diese Losung wurde auf Nitrocellulose
Membran getropft und getrocknet. Die nun auf der Membran befindlichen Proteine konnten mit
Ponceau Rot sichtbar gemacht und durch die darin enthaltene Essigsaure fixiert werden. Nach
dem Blockieren der Membran bei Raumtemperatur in 5% Milch/PBS fir 30 min wurde wie beim
Western blot weiterverfahren, indem die Membran mit einem gegen GM1 gerichteten
Primarantikdrper und dann mit entsprechendem Sekundarantikérper inkubiert wurde. Das

Signal habe ich durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht.

Lipid raft Praparation

Um die Lipid rafts zu isolieren, habe ich zuerst das entsprechende Gewebe bzw. die Zellen
aufgebrochen, indem sie im Homogenisierungspuffer (10 mM Triethanolamin, 250 mM Sucrose,
Protease Inhibitor, pH 7,5) gelést und durch Ultraschallbehandlung (5x5 sec) lysiert wurden. Die
darauf folgende Zentrifugation des Homogenats bei 800xg fur 10 min bei 4°C diente der
Abtrennung von Zellkernen und von nicht aufgetrenntem Material. Der Uberstand wurde bei
18.000xg fur 60 min bei 4°C zentrifugiert, um im resultierenden Pellet die Plasmamembran mit
anhangenden Vesikeln zu gewinnen. Um die Lipid rafts von den restlichen Bestandteilen der
Plasmamembran zu trennen, wurde das Pellet in Homogenisierungspuffer solubilisiert und bei
4°C in 1% Triton X-100 fur 60 min inkubiert. Durch die Zentrifugation im Sucrosegradienten, in
dem die Probe in 40% Sucrose vorlag und jeweils mit 30% und 5% Sucrose Uberschichtet
wurde, konnte bei 200.000xg im Ausschwingrotor fir 16h bei 4°C eine Auftrennung der Lipid
rafts erreicht werden. Diese befanden sich im Bereich niedriger Dichte (zwischen 5% und 30%
Sucrose) und waren als diinne weilliche Schicht sichtbar. Der Sucrose-Gradient wurde auf 10
Fraktionen aufgeteilt, die ich nacheinander von oben nach unten abpipettiert habe. Die
einzelnen Fraktionen konnten nun mittels SDS-PAGE und Western blot auf ihre spezifische
Proteinzusammensetzung bzw. mittels Dot blot und Dinnschichtchromatographie auf ihre

Lipidzusammensetzung hin untersucht werden.

Duinnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie ist ein physikalisch-chemisches Trennverfahren, das fir
meine Arbeit zur Untersuchung der Lipidzusammensetzung in Lipid raft Praparationen diente.
Die Auftrennung erfolgte auf einer Tragerplatte aus Glas, auf der sich die stationare Phase

(Kieselgel) als dinne Schicht befand. Auf diese wurden die Proben sowie entsprechende
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Material und Methoden

Vergleichssubstanzen (Cholesterol, Phosphatidylcholin, Sphingomyelin [Sigma]) in einer
Startlinie aufgetragen und die Platte dann in eine Chromatographiekammer mit einem
FlieBmittel gestellt, dessen mobile Phase aus Chloroform/Methanol/H,O im Verhaltnis von
65:25:4 angesetzt wurde. Das Flielmittel saugte sich Uber Kapillarkrafte in die stationare Phase
nach oben. Dabei I6sten sich die aufgetragenen Proben im FlieBmittel und wurden je nach
Anziehungskraft der stationaren und der mobilen Phase aufgetrennt, d.h. je nach
Krafteverhaltnis blieb ein Teilchen eher bei der Startlinie oder wanderte weiter nach oben. Die
Sichtbarmachung der Lipide auf der Tragerplatte erfolgte durch Bespriihen mit 20% H,SO, und
Erhitzen bei 120°C. Die erhaltenen Signale auf der Tragerplatte habe ich eingescannt und

densitometrisch ausgewertet.

Immunohistochemie

Die Immunmarkierung mit Antikdrpern erfolgte beim Gewebe auf 4um dicken Paraffinschnitten
bzw. auf 7um dicken Cryostatschnitten. Kultivierte robTAL Zellen wurden auf Deckgldschen
ausgesat und fir die Immunohistochemie (IHC) verwendet, sobald ein konfluenter Zellrasen
gewachsen war. Die Zellen wurden bei 4°C in 3% PFA fir 10 min fixiert und anschlieBend mit
PBS gewaschen. Cryostatschnitte und kultivierte rbTAL Zellen wurden bei Raumtemperatur in
0.5% Triton X-100 fir 30 min inkubiert, um die Zelloberflache fur Antikdrper passierbar zu
machen. Paraffinschnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und danach
6 min in Zitratpuffer im Dampfkochtopf gekocht. Das Blockieren der Gewebeschnitte bzw. der
Zellen erfolgte bei Raumtemperatur in 5% Milch/PBS fir 30 min. Danach habe ich diese mit
einem spezifischen Primarantikdrper bei 4°C in 5% Milch/PBS {ber Nacht inkubiert. Der
folgende Inkubationsschritt bei Raumtemperatur fir 60 min diente der Bindung des
Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorpers. Das Signal wurde mittel Fluoreszenz- bzw.

Konfokalmikroskopie ausgewertet.

Fluoreszenzmikroskopie und Laser-scanning-Konfokalmikroskopie

Die Auswertung der mit Fluoreszenzfarbstoffen immunmarkierten Zellen und Paraffinschnitte
erfolgte an einem DMRB Lichtmikroskop (Leica) mit einer digitalen Kamera (Spot 32, Diagnostic
Instruments). Die Digitalisierung der aufgenommenen Photos erfolgte mit der Software
Metaview (Visitron). Um konfokale Bilder aufzunehmen und diese quantitativ auszuwerten,
habe ich ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop genutzt, das mit einem Multilasersystem
(Argon-Laser 458-514 nm, Helium-Neon-Laser 543 nm, Helium-Neon-Laser 633 nm, Leica)

sowie der dazu gelieferten Software (Zen) von Leica ausgestattet war.

Elektronenmikroskopische Analyse

Um die Ultrastruktur der Lipid rafts zu untersuchen, wurden die entsprechenden Fraktionen des
Sucrosegradienten gesammelt, mit 3% PFA und 0,05% Glutaraldehyd fixiert und dann in LR-
White Harz (London Resin) eingebettet. Hieraus wurden Ultradiinnschnitte hergestellt, die mit
spezifischen Primarantikérpern und Gold-gekoppelten Sekundarantikdrpern inkubiert wurden.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte am Elektronenmikroskop der Firma Zeiss (Zeiss EM 906).
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Material und Methoden

Massenspektrometrie

Die Analyse von membrangebundenen Proteinen mithilfe der Massenspekirometrie stellt
besondere Herausforderungen an die biochemische Aufarbeitung dar, da diese Proteine in
polaren Lésungsmitteln nur schwer 16slich sind und leicht ausfallen oder aggregieren kénnen.
Die konventionelle 2D-Elektrophorese ist flr die Auftrennung von Membranproteinen eher
ungeeignet, da die Hydrophobizitat der Proteine der Effizienz der Auftrennung entgegensteht
[40]. Aus diesem Grund habe ich mich zur Probenvorbereitung fiir die Displacement-
Chromatographie entschieden, eine Methode zur chromatographischen Auftrennung eines
tryptischen Peptidgemisches auf einer Kationenaustauschersaule.

Die in Rafts inserierten bzw. mit Rafts assoziierten Membranproteine habe ich, wie von Ruth et
al. vorgestellt [41], mit 8M Harnstoff prazipitiert und nach dem Trypsinverdau auf einer
Reversed phase-Saule entsalzt. Die darauf folgende Auftrennung mit der Displacement-
Chromatographie basiert auf der kompetitiven Bindung der Peptide sowie einer zusatzlichen
Komponente, dem Displacer, auf einer Saule mit stationarer Phase. Die Peptide mit der
hochsten Affinitat zur stationaren Phase binden zuoberst auf der Saule, die mit niedrigerer
Affinitdt binden darunter. Der Displacer hat eine hdhere Affinitat als die bereits gebundenen
Peptide und verdrangt dadurch die anderen Komponenten, bis diese stufenweise nach ihrer
jeweiligen Affinitat zur stationdren Phase hin aufgetrennt von der Saule eluieren. Diese
Methode erlaubt eine Auftrennung der einzelnen Komponenten des Peptidgemisches mit hoher
Reinheit sowie eine Aufkonzentrierung dieser in den einzelnen Stufen.

Die Analyse der Proben erfolgte durch Flissigkeitschromatographie-Tandem Massen-
spektrometrie (LC-MS/MS). Anhand von drei verschiedenen ,Suchmaschinen® (Mascot,
OMSSA, X!Tandem 2) wurden den Spekiren Peptide zugeordnet. Mit Hilfe der Blast Software

wurden dann zu den Peptidsequenzen passende Proteine vorgeschlagen.
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Ergebnisse

3. ERGEBNISSE

Nachweis des NKCC2 als Lipid raft Protein

Die rbTAL Zellen wurden zunachst auf ihre Eignung im Versuchsaufbau hin untersucht. Wir
konnten mit der Reverse transcription-PCR bestatigen, dass die Zellen V2-R mRNA, NKCC2
mMmRNA und mRNA fir alle 3 NKCC2-Spleissvarianten (NKCC2-A, -B und —F) besitzen. Die
Ergebnisse der Real-time PCR haben zusatzlich bestatigt, dass die rbTAL Zellen NKCC2

mRNA — wenn auch in geringerer Menge als in vivo - enthalten, da nur 15% der Menge, die in

Kaninchen TALs nachgewiesen werden konnte, gemessen wurde. Kaum nachweisbare mRNA-
Mengen wurden hingegen fir den in Zellen ubiquitédr vorhandenen NKCC1 gemessen. Die
Validitat unseres NKCC2 Antikorpers habe ich mittels Peptidblockade (Vorinkubation des
Antikdrpers mit 10-fachem Uberschuss des Peptids) auf den rbTAL Zellen Uberpriift.

Das Homogenat aus rbTAL Extrakten wurde mittels der Lipid raft Praparation im Dichte-
gradienten in 10 verschiedene Fraktionen aufgeteilt. Hierbei konnte ich zeigen, dass sich unter
Kontrollbedingungen bei kultivierten rbTAL Zellen ca. 40% bzw. beim Rattennierenhomogenat
ca. 70% des NKCC2 in den Raft Fraktionen mit geringer Dichte befinden. Eine Identifikation der
Lipid rafts innerhalb dieser Fraktionen erfolgte mit verschiedenen bereits bekannten Raft-
Markerproteinen und -lipiden. Mittels Immunoblot wurden die Fraktionen auf die Raft-
Markerproteine THP [42] und Flotillin-1 [43, 44] hin untersucht. Eindeutige Identifikation der
Lipid raft enthaltenden Fraktionen im Bereich F4 bis F6 war so mdglich (Abb.3.1). Als
Negativkontrolle diente das Protein Clathrin [45], das nur in den Fraktionen mit hoher Dichte im

Gradienten nachweisbar war (F8 bis F10).

AuBerdem habe ich eine Lipidanalyse mittels Dinnschichtchromatographie durchgefiihrt. Diese
ergab einen erhohten Anteil an Cholesterin und Sphingomyelin in den Lipid rafts; als
Negativkontrolle diente der geringere Anteil an Phosphatidylcholin (Abb. 3.1) [26, 27]. Die
Untersuchung des Raft-Markerlipids Gangliosid GM1 mittels Dot blot zeigte, dass dieses

ebenfalls in den Raft-Fraktionen F4 bis F6 angereichert war [46].
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Abbildung 3.1. Rattennierenhomogenat wurde zur Identifizierung der Lipid rafts in 10 Fraktionen
aufgeteilt. A: Immunoblot des NKCC2, der sich hauptsachlich in den Fraktionen F4 bis F6
befindet, die wir als Raft-Fraktionen identifiziert haben. B: Die Diinnschichtchromatographie
zeigt eine Konzentrierung der in Rafts angereicherten Lipide Cholesterin und Sphingomyelin in
den Fraktionen F4 bis F6.

Seite 10



Ergebnisse

Weiterhin habe ich die Lipid rafts elektronenmikroskopisch untersucht und vesikulare Strukturen
mit Durchmessern von 100-200 nm darstellen kdnnen, die mit verschieden Antikérpern markiert
wurden. So konnte ich unter anderem das Raft-Markerlipid Gangliosid M1 (GM-1) und den
NKCC2 darstellen (Abb. 3.2).

' NKCC2 I ' GM-1

Abbildung 3.2. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Raft-Strukturen mit Immunogold
Markierung des NKCC2 und GM-1. Balken: 200 nm.

Transportaktivitat des NKCC2 in Lipid raft Membrandomanen bei Cholesterindepletion

Die Depletion des Cholesterin aus der Plasmamembran an rbTAL Zellen mit Mevalonat und
Lovastatin sowie mit MRCD zeigte, dass sich gegentber der Kontrolle der Anteil des in den
Raft-Fraktionen befindliche NKCC2 signifikant verringert und sich ein Teil des Kotransporters in
die Fraktionen héherer Dichte verschoben hatte. Das Lipid raft Markerprotein Flotillin-1 blieb
hiervon unbeeinflusst. Die Transportmessung des NKCC2 (iber **Rb*-Aufnahme in Xenopus
laevis Oocyten, die durch die Arbeitsgruppe von G. Gamba durchgefiihrt wurde [70], hat
gezeigt, dass bereits nach 90 min Cholesterindepletion mit MBCD eine signifikant verringerte

Transportaktivitat bestand, die sich nach 180 minutiger Behandlung noch drastischer darstellte.

Analyse der Lipid rafts mit der Massenspektrometrie

Die LC-MS/MS-Methodik ermoglicht es, ein komplexes Proteingemisch auf seine
Zusammensetzung hin zu untersuchen. Ich habe diese in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Schliter et al. durchgefihrt [70]. Um das Lipid raft Peptidgemisch zur genaueren Analyse
sowohl besser aufzutrennen als auch innerhalb dieser Fraktionen eine Aufkonzentrierung gleich
geladener Peptide zu erhalten, habe ich die Displacement-Chromatographie verwendet (Abb.

3.3A), die der Massenspektrometrischen Analyse (Abb. 3.3B) vorgeschaltet wurde.
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Abbildung 3.3. Massenspektrometrische Analyse eines Lipid raft Proteingemisches aus
Rattennieren. A: Chromatogramm der Kationen-Austauscher Displacement Chromatographie
von tryptischen Peptiden eines Proteingemisches aus der Lipid raft Fraktion. Anhand der Kurve

Seite 11



Ergebnisse

fur die Leitfahigkeit (conductivity) lasst sich die Retention des Peptidgemisches erkennen,
welches in 39 Fraktionen (kleine Striche auf der Skala der Retentionszeit — retention time)
gesammelt wurde. B: LC-MS/MS Chromatogramm der Fraktion 9 aus dem in A dargestellten
Chromatogramm. Es zeigt das Spektrum eines zweifach geladenen Peptid-lons (2+), welches
dem Signal mit der Masse m/z-1073.0 aus der MS/MS Analyse entspricht. Das individuelle
Peptid-lon wird durch den dargestellten Aminosaure Code beschrieben (ISQGFDISPVLQV) und
lasst sich eindeutig der Proteinsequenz des NKCC2 zuordnen.

Die Analyse der 39 Fraktionen im Massenspektrometer ergab eine Liste mit verschiedenen,
bereits als Raft-Proteine identifizierten Kandidaten wie dem THP [42], der Na'-K'-ATPase
(NKA) [45], dem Moesin als einem Mitglied der Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) Familie [47], und
der Rho GTPase Cdc42 [48, 49]. Auch konnte ich in den Lipid raft Fraktionen das NKCC2
eindeutig identifizieren (siehe Abb. 3.3) und somit die Ergebnisse aus dem Western blot
bestarken. Andere Kandidatenproteine waren beispielsweise die Rho GTPase Miro-2, die in
Mitochondrien vorkommt und Cytochrom P450, ein Hamprotein mit enzymatischer Aktivitat,
welches hauptsachlich in der Leber vorkommt und zur Oxidation zahlreicher Substanzen
notwendig ist. Auch in der Niere wurden bereits verschiedene Isoformen aus der Cytochrom

P450 Familie nachgewiesen, die im ER und in den Mitochondrien lokalisiert waren.

Stimulation des NKCC2 mit ADH

Durch Kurzzeitstimulation (60 min) von kultivierten rbTAL Zellen oder von Ratten mit ADH

kommt es zu einer signifikanten Verstarkung des NKCC2-immunreaktiven Signals in der
apikalen Membran sowie im Zellkdrper des TAL Epithels. In der Abbildung 3.4 ist dieser Effekt

an den rbTAL Zellen dargestellt.

Abbildung 3.4. ADH bewirkt eine Verstarkung des NKCC2 Signals und dessen apikale
Konzentrierung in rbTAL Zellen (ADH 0,1 uM, 60 min; Z-Achse. NKCC2 rot, Phalloidin [F-Aktin
Markierung] griin). Apikale Seite (*).

Die Analyse der Lipid raft Praparation aus dem rbTAL Zellextrakt zeigte nach 1h Stimulation
eine erhohte Prasenz (+ 30%) des NKCC2 in den Rafts. Das Lipid raft Markerprotein Flotillin-1
blieb hiervon unbeeinflusst. Mit Blick auf die cAMP Ausschittung als Antwort auf eine V2-R
Stimulation durch ADH haben wir die zellulare Konzentration von cAMP mit ELISA gemessen.
Nach Gabe von ADH konnten wir einen signifikanten cAMP Anstieg (+ 17%) in den Zellen
messen. Die Kombination von ADH Gabe und einer Cholesterindepletion flhrte ebenfalls zu
einem, wenn auch geringeren, Anstieg des intrazellularen cAMP (+ 6%). Diese Ergebnisse
bestatigen die durch ADH ausgeldste Signalgebung.

Bei gleichzeitiger Applikation von ADH und dem Translationshemmer Cycloheximid wurde nach
60 min dennoch ein Zuwachs der NKCC2-Proteinmenge beobachtet, der auf eine geanderte
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Ergebnisse

Proteinstabilitdt hinweist. Nach 4h war dann die (erwartete) Verringerung der NKCC2-Menge
eingetreten.

In Biotinylierungsversuchen wurde weiterhin gezeigt, dass im Sinne einer Transporter-
aktivierung speziell die Menge des in der apikalen Membran lokalisierten NKCC2 nach
einstiindiger ADH Gabe angestiegen war. Nach Cholesterindepletion sinkt sowohl bei Vehikel-
als auch bei den ADH-behandelten Zellen das Signal fur apikal lokalisierten, biotinylierten
Kotransporter. Somit 1&sst sich schliel3en, dass die Ausbildung von Rafts wahrscheinlich an der
Aktivierung des NKCC2 beteiligt ist.

Stimulation des NCC mit ADH
Aufgrund der Ergebnisse, die ich beim Kotransporter des TAL, dem NKCC2, erzielt habe, ergab
sich die Frage, ob auch der Kotransporter des DCT, der NCC, durch V2-R abhangige ADH

Stimulation beeinflussbar ist. Da wir die Lokalisation des V2-R im DCT bereits nachgewiesen

haben [24], haben wir Ratten mit dDAVP, einem synthetischen ADH-Analogon stimuliert und
konnten im frihen DCT, dem 113HSD2-negativen DCT1, eine V2-R spezifische Steigerung der
phosphorylierten Form des NCC feststellen. Die Gesamtmenge des NCC blieb nach

Kurzzeitstimulation (30 min) gleich, was auf eine Umverteilung des bereits zytosolisch

vorhandenen Transporters an die Plasmamembran und auf eine Phosphorylierung hinweist
(Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5. Nach Kurzzeitstimulation mit dDAVP zeigte sich eine signifikante Erhéhung des
apikalen Signals fiur den phosphorylierten NCC (+72 %, p< 0,05). Konfokale Aufnahme von
isolierten DCT aus der Rattenniere (dDAVP 1 pM, 30 min. pNCC grin, Dapi Kernmarkierung
blau).
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Diskussion

4. DISKUSSION

Verteilung des NKCC2 und NCC in Lipid rafts

Die anteilige Lokalisierung des NKCC2 in den Rafts habe ich im Western blot, immun-

histochemisch, elektronenmikroskopisch und in der Massenspektrometrie nachgewiesen und
diese Ergebnisse durch Cholesterindepletion verifiziert. Ich habe festgestellt, dass sich in den
kultivierten rbTAL Zellen ca. 40% des Transporters und im Rattennierenhomogenat ca. 70%
des NKCC2 in den Lipid raft Membrandomanen befinden, was darauf zurlickzufihren ist, dass
sich bei Zellen in Kultur im Vergleich zum lebenden Organismus Faktoren wie die
Transporteraktivitat im Allgemeinen auf einem niedrigeren Niveau einpegeln.

Aus aufgereinigtem Gewebe der Ratte konnte auch der NCC des distalen Konvoluts durch
Western blot anteilig als Lipid raft Protein identifiziert werden. Als Positivkontrolle diente mir
hierbei das Protein Flotillin-1 [44], als Negativkontrollen Clathrin [45, 50] und der Transferrin
Rezeptor [50], sowie als Lipidkontrolle der Nachweis der Lipide GM-1, Cholesterin und
Sphingomyelin in den Rafts [27, 46]. Das fir Western blot Analysen haufig genutzte Caveolin-1
als Raft Markerprotein habe ich fiir die Versuche nicht verwendet, da es flir dieses Protein keine
Immunreaktivitat im TAL gibt [51].

Die anteilige Integration von Membranproteinen und spezifisch von renalen Transporter-
proteinen epithelialer Herkunft ist an sich nicht neu. So konnten Lipid raft Nachweise auch fir
renale Proteine wie das Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-verankerte THP [42], den Natrium-
Wasserstoff-Austauscher (NHE3) [52] und durch unsere Arbeitsgruppe fir die basolateral
lokalisierte NKA [45] erbracht werden. Auch in anderen Organen konnten Transporterproteine in
Rafts identifiziert werden, wie beispielsweise der im Gehirn exprimierte Glutamat Transporter

EAAT2 (excitatory amino acid transporter 2) [53].

Funktionen der Lipid rafts

Membranproteine gelangen nach ihrer Translation in den Golgi-Apparat, wo sie weitere
Modifikationen wie Glykosylierungen und proteolytische Spaltungen erfahren [54]. Vom Trans-
Golgi Netzwerk (TGN) aus werden die Proteine dann zu ihrem endgultigen Bestimmungsort in
der Zelle, beispielsweise der Plasmamembran, und von hier aus weiter zum degradativen
Apparat transloziert [55-58]. Damit dies funktioniert, muss es in der Zelle Mechanismen geben,
die eine fehlerfreie Sortierung gewahrleisten. Hierflr sind die als Lipid rafts bezeichneten
Membrandomanen in der Diskussion. Beispielsweise wurde von Klemm et al. an Hefezellen
gezeigt, dass immunisolierte sekretorische Vesikel nach Sortierung am TGN selektiv Ergosterol
und Sphingolipide angereichert hatten. Dies wurde so interpretiert, dass Lipid rafts eine Rolle
bei der Sortierung nach Verlassen des Golgi-Apparates spielen kénnten [59]. Dies eréffnet auch
eine Perspektive fur die Lipid rafts bei der Sortierung renaler Membranproteine wie NKCC2 und
NCC.
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Diskussion

Einfluss der Cholesterindepletion auf Lipid rafts

Die verringerte Membranprasenz des NKCC2 nach Cholesterin-Synthesehemmung durch Gabe
von Mevalonat und Lovastatin sowie die gleichzeitige Membranextraktion von Cholesterin durch
Methyl-R-Cyclodextrin konnte an biotinylierten rbTAL Zellen und an isolierten Lipid raft
Fraktionen gezeigt werden. Die Untersuchung von mit NKCC2 transfizierten Xenopus laevis
Oocyten, einem etablierten Modell fir die Messung der Transportaktivitdt des Kotransporters,
hat ebenfalls eine verringerte Aktivitdt des NKCC2 nach Membran Cholesterindepletion mit
lediglich Methyl-R-Cyclodextrin ergeben. Die Assoziation des NKCC2 in Raft-Membrandomanen
scheint fur das Trafficking, die apikale Sortierung und seine Funktion férderlich und
insbesondere in der phosporylierten Form funktionell bedeutsam zu sein [70].

Andere renale Transporter wie NHE3 zeigten ein ahnliches Verhalten in Bezug auf die Rolle der
Rafts bei apikalen Sortierungsvorgangen [52]. Funktionell bewirkt eine Cholesterindepletion
allerdings nicht durchweg den gleichen Effekt. So dnderte sich die Expression und Aktivitat des
Amilorid-sensitiven, in Lipid rafts lokalisierten epithelialen Na’-Transporters (ENaC) in
Nierenzelllinien nach Cholesterindepletion nicht oder nur mafRig [60]. Die Gegenwart von
Cholesterin in Membranen hat offenbar sehr unterschiedliche Wirkung auf die Funktion der
verschiedenen Membrantransporter; was mit der spezifischen molekularen Bauweise der
einzelnen Transporter sowie mit der Heterogenitat ihrer Assoziation mit zytoplasmatischen

Bindungspartnern zusammenhangen koénnte [61, 62].

Massenspektrometrie

Die fUr die massenspektrometrische Analyse notwendige vorgeschaltete Aufarbeitung meines
Probengemisches stellte eine Herausforderung insofern dar, da ich durch die Untersuchung von
Lipid rafts speziell membrangebundene Proteine identifizieren wollte. Konventionell wird vor der
Massenspektrometrie oft die 2D-Elektrophorese vorgeschaltet, jedoch sind Membranproteine in
polaren LoOsungsmitteln nur schwer I6slich. Daher habe ich zur Auftrennung des
Peptidgemisches die Displacement-Chromatographie verwendet, die sich als optimal fir die
folgende massenspektrometrische Analyse herausstellte. Die Mehrheit der identifizierten
Proteine gehdrt zur Gruppe der Membranproteine. Hierdurch konnte eine Alternative zur
gegenwartig durchgeflhrten Gradienten Elutionschromatographie als primaren aufreinigenden
Schritt fir die nachfolgende massenspektrometrische Analyse von Membranproteinen aufzeigt
werden [71].

Die Identifikation von bereits als Raft-Proteinen bekannten Kandidaten wie Uromodulin (THP),
NKA, Moesin und der Rho GTPase Cdc42 bestatigt die gewahlte Aufarbeitungsmethode.
AuBBerdem konnte ich auch das NKCC2 in der isolierten Raft Fraktion finden, was die
Ergebnisse aus den Western blots und immunohistochemischen Farbungen bestarkte. Um
spezifische, flr das Sorting des NKCC2 verantwortliche Proteine zu charakterisieren, bedarf es
jedoch weiterer Experimente, die den Rahmen der vorliegenden Arbeit sprengten und
Gegenstand zukunftiger Forschungsarbeiten im Zuge dieses Projektes sind.

Einige der Kandidatenproteine sind mitochondriale Proteine, wie die Rho GTPase Miro-2 oder

Proteine der Cytochrom P450 Familie. Das Vorhandensein von mitochondrialen Proteinen in
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Lipid raft Membranen ist noch nicht vollstandig geklart, obwohl es einige Arbeiten gibt, die
Hinweise darauf fanden. Beispielsweise haben Bae et al. eine Studie an Lipid rafts aus Ratten
Leber bzw. Yu et al. an Rafts aus isolieten Sammelrohren aus der Ratte durchgefiihrt und
hierbei ebenfalls mitochondriale Proteine wie cytochrome ¢ oxidase subunit Va, mitochondrial
ATP synthase und voltage-dependent anion-selective channels gefunden. [63, 64]. Da einige
mitochondriale Proteine auch in der Plasmamembran nachgewiesen wurden [63] kdnnten diese

in die Lipid rafts eingebaut worden sein.

Zelloberflachenexpression von NKCC2 und NCC unter Stimulation durch ADH

Die Kurzzeitstimulation mit ADH resultiert in der Niere nicht nur in einer Aktivierung des AQP2

und der NKA im Sammelrohr [65], sondern fordert auch die transepitheliale Salzresorption im
TAL [22, 66-68]. Die Aktivierung des NKCC2 und des NCC durch Vasopressin erfolgt durch die
Bindung des ADH an den basolateralen V2-R, wodurch der intrazelluldare cAMP-Gehalt ansteigt
und die Proteinkinase A aktiviert wird, was eine Phosphorylierung des Kotransporters in der
apikalen Membran zur Folge hat. Die Viabilitdt der von uns genutzten rbTAL Zellen wurde
hinsichtlich dieser Parameter ausreichend verifiziert [24, 45, 66]. Eine Erhéhung der NKCC2
mRNA nach ADH Stimulation konnte nicht festgestellt werden, was sich aber durch eine
verzogerte Induktion erklaren lasst [24, 69]. Insgesamt konnte ich feststellen, dass unter dem
Einfluss des ADH ein signifikant starkerer Einbau des NKCC2 in die Plasmamembran und hier
in die Lipid raft Membrandomanen stattfand.

Beim Transporter des DCT, dem NCC, blieb die Gesamtmenge des Proteins in der Zelle nach
Kurzzeitstimulation unverandert. Die verstarkte Oberflaichenexpression des phosphorylierten
NCC im friihen DCT, dem 11RHSD2-negativen DCT1, kann daher nicht durch Neusynthese,
sondern durch die Umverteilung des zytosolisch bereits vorhandenen Proteins an die
Plasmamembran und Phosphorylierung zustande gekommen sein. Das Ansprechen des
Transporters im 113HSD2-negativen DCT1 auf die Gabe von dDAVP zeigt eine neue V2-R
abhangige Signalkaskade fir den DCT1 auf, die der Feinregulation der NaCl Reabsorption im
DCT dient [72].

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die von mir umfassend untersuchten Lipid raft
Membrandomanen eine wichtige Rolle fir das Trafficking, die polare Sortierung und die Aktivitat
des NKCC2 spielen. Durch V2-R spezifische ADH-Stimulation lasst sich der Anteil dieses
Transporters in Rafts signifikant erhohen und durch Zerstérung der Lipid rafts verringert sich die
Aktivitdt des NKCC2. Auch der NCC ist in den Raft Domanen nachweisbar und zeigt nach V2-R
spezifischer Stimulation eine verstarkte Phosphorylierung in der apikalen Membran im DCT1.
Die massenspektrometrische Analyse der Lipid raft Fraktion ergab eine Liste von Proteinen, die
den NKCC2 einschlieBt und von denen einige noch nicht publiziert sind und somit die
Grundlage fur weitere Experimente bilden.
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